ヒト大腸癌細胞に対するsirtuin阻害剤tenovin-6の抗腫瘍効果に関する研究 by 上野 卓教
The Sirtuin Inhibitor Tenovin-6 Upregulates
Death Receptor 5 and Enhances Cytotoxic
Effects of 5-Fluorouracil and Oxaliplatin in
Colon Cancer Cells
著者 上野 卓教
その他のタイトル ヒト大腸癌細胞に対するsirtuin阻害剤tenovin-6の
抗腫瘍効果に関する研究
学位授与大学 筑波大学 (University of Tsukuba)
学位授与年度 2013
報告番号 12102甲第7032号
URL http://hdl.handle.net/2241/00122681
審査様式２－１ 
 
 -１
-14/0
6/25
14/0
 
氏名（本籍）        上野 卓教（茨城県） 
学 位 の 種 類        博士（医学） 
学 位 記 番 号        博甲第 7032 号 
学位授与年月        平成２６年 ３月２５日 
学位授与の要件        学位規則第４条第１項該当 
審 査 研 究 科        人間総合科学研究科 
学位論文題目  The Sirtuin Inhib itor Tenovin-6 Upregulates Death Receptor 
5 and Enhances Cytotoxic Effects of 5 -Fluorouracil  and 
Oxaliplatin in Colon Cancer Cells  
（ヒト大腸癌細胞に対する sirtuin 阻害剤 tenovin-6 の抗
腫瘍効果に関する研究）  
 
主 査        筑波大学教授  医学博士   野口 雅之 
副 査        筑波大学講師  博士（医学） 稲川 智 
副 査        筑波大学講師  博士（医学） 金子 剛 
副 査        筑波大学講師  博士（医学） 森島 祐子 
 
 
論文の内容の要旨 
 
（目的） 
 SIRT1 阻害剤の一つである tenovin-6 は p53 を活性化する薬剤として注目を集めている。tenovin-6
は p53 野生株のみならず、p53 欠失株あるいは p53 変異株においても抗腫瘍効果を示しており、こ
れらの結果から、p53 非依存性の経路の存在が予想されていた。また、HDAC 阻害剤が、外因性ア
ポトーシス経路の death receptor 5 (DR5) を発現誘導するという報告もあることから、tenovin-6 が大
腸癌細胞株において DR5 の発現を誘導し、アポトーシスを引き起こすという仮説が立てられた。
その仮説に基づき本研究は、大腸癌細胞株に対する tenovin-6 単独及び既存の標準治療薬剤との併
用での抗腫瘍効果を in vitro および in vivo にて検証する目的で計画・実行された。 
（対象と方法） 
ヒト大腸癌細胞：p53 野生株 2 種類（HCT116 , LoVo） p53 変異株 3 種類（DLD-1, HT29, CaCo2） 
コントロールとして用いた細胞株：ヒト繊維芽細胞株 （MRC5） 
１） ヒト大腸癌細胞株 5 種類の SIRT1 及び SIRT2 の発現レベルを Western blotting 法と Quantitative 
RT-PCR 法にて解析した。 
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２） 次に、p53 野生株 2 種類、p53 変異株 3 種類、及びヒト線維芽細胞株（MRC5）を tenovin-6 と
共培養し、その抗腫瘍効果について WST-8 assay にて評価した。tenovin-6 投与後のアポトーシ
ス関連蛋白の経時的な発現レベルを Western blotting 法にて解析し、アポトーシスの誘導につい
て Flow cytometry にて解析した。 
３） また、siRNA を用いて大腸癌細胞株の SIRT1 発現を抑制後、抗腫瘍効果を評価し、同時にア
ポトーシス関連蛋白の発現レベルについて解析した。同様に siRNA を用いて DR5 発現を抑制
し、tenovin-6 投与後の抗腫瘍効果の減弱について評価した。 
４） また、同様の手法で DR5 発現抑制後の tenovin-6 投与によるアポトーシス関連蛋白発現レベル
の変化について解析した。更に HCT116 細胞を tenovin-6 と oxaliplatin, 5-FU あるいは SN-38 と
共培養し、併用した薬剤の相互作用について評価した。 
５） in vivo における tenovin-6 の抗腫瘍効果について、HCT116 細胞皮下移植ヌードマウスを用い評
価した。 
（結果） 
p53 野生株 2 種類, p53 変異株 3 種類すべての大腸癌細胞株において SIRT1 蛋白の高発現及び
SIRT1 遺伝子増幅が認められた。これらの細胞株 5 種に対し、tenovin-6 は p53 変異の有無に関わ
らず、顕著な抗腫瘍効果を示した。CaCo2 における IC50は他の細胞に比較しやや高値であった。ま
た、tenovin-6 のヒト線維芽細胞株に対する細胞増殖抑制効果は、大腸癌細胞株に比較して有意に低
かった。さらに tenovin-6 投与後の大腸癌細胞株でアポトーシスが誘導・活性化されたことが Flow 
cytometry で確認された。次に、tenovin-6 投与後のアポトーシス関連蛋白の発現レベルの経時的な
変化について解析したところ、CaCO2 を除く 4 種類の細胞株で明らかな DR5、cleaved PARP の発
現誘導が認められた。 
 また、DR5 siRNA を用い、p53 野生株 HCT116 細胞の DR5 発現を抑制した上で、tenovin-6 を投与
したところ、control に比較し tenovin-6 の抗腫瘍効果は有意に減弱した。同様に、DR5 の発現抑制
後に tenovin-6 を投与した HCT116 細胞の 抽出蛋白を解析したところ、control と比較しアポトーシ
ス関連蛋白発現の減弱が見られた。 
5-FU, oxaliplatin, SN-38 と tenovin-6 との相互作用について検討を行ったところ、oxaliplatin, 5-FU
において相乗効果が見られた。特に oxaliplatin に関しては、併用療法で DR5 発現の増強効果が認め
られた。 
HCT116 細胞皮下移植ヌードマウスを用いた動物実験では、control と比較し、oxaliplatin と
tenovin-6 治療併用群において腫瘍の増殖が有意に抑制された。 
（考察） 
tenovin-6 は大腸癌細胞株に対し強い抗腫瘍効果を示した。これまでの報告では、tenovin-6 の抗
腫瘍効果において p53 が重要な役割を果たしており、p53 非依存の抗腫瘍効果については機序不明
とされていた。しかしながら、上記のように 5 種類の大腸癌細胞株では p53 遺伝子変異の有無に関
わらず IC50はほぼ同様であった。そのため tenovin-6 の抗腫瘍効果は p53 遺伝子変異の有無に依
存しないと考えられた。さらに、tenovin-6 投与後の細胞株抽出蛋白を解析したところ、CaCo2 を
除く 4 種類の細胞株で DR5 の発現誘導が確認された。また、HCT116 細胞について DR5 を発現抑
制したところ、tenovin-6 の抗腫瘍効果の減弱が確認された。これらの結果は、DR5 が tenovin-6
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の抗腫瘍効果において重要な役割を担っていることを示している。 
 5-FU、oxaliplatin、SN-38 と tenovin-6 の併用効果を検討したが、in vitro 実験では、tenovin-6
が 5FU 及び oxaliplatin との併用投与で大腸癌細胞株に相乗的な抗腫瘍効果を示し、また in vivo
実験でも oxaliplatin との併用でそれを支持する結果が得られた。tenovin-6 と oxaliplatin の組み
合わせは大腸癌細胞株に対し優れた抗腫瘍効果を示し、今後の臨床応用に向けた更なる検討が期待
される。 
 
審査の結果の要旨 
 
(批評)  
 本論文は HDAC の一つ、SIRT1 の阻害剤である tenovin-6 が大腸癌細胞株においては従来報告さ
れていた p53 を活性化して薬効を発揮するのではなく、外因性アポトーシス経路の death receptor 5 
(DR5) を発現誘導して細胞死を誘導するこを証明し、かつ oxaliplatin との併用で相乗的な効果があ
ることを明らかにした。将来的に臨床の場で使用する可能性のある tenovin-6 についてその薬剤効
果の分子機序を解明するのに役立つ知見である。今後、実際の臨床症例について SIRT1 や DR５の
発現などを詳細に解析することによって、臨床治験の基盤データを得る事が可能で、研究の発展が
期待される。 
平成 25 年 12 月 25 日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説
明を求め、関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格
と判定した。 
よって、著者は博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認める。 
